Akt/mTOR信号途径是调控细胞生长、分化、存活的重要通路，而哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）是此信号途径中的重要环节，调节基因表达、细胞生长和增殖[@b1]，Akt/mTOR通路持续活化为套细胞淋巴瘤（MCL）发生发展的分子生物学机制之一[@b2]，因此抑制该信号通路有望成为MCL治疗的新靶标。我们通过shRNA干扰沉默MCL Jeko-1细胞株mTOR基因的表达，观察其对细胞增殖、凋亡及细胞凋亡相关蛋白、mTOR下游底物激酶P70S6K及其活性状态p-P70S6K的影响，为MCL的治疗提供新的思路。

材料和方法 {#s1}
==========

一、材料

Jeko-1细胞株购自中国科学院上海细胞库，RPMI 1640培养基购自美国Gibco公司，胎牛血清购自杭州四季青生物制品公司，pGPU6/GFP/Neo质粒、shRNA及PCR引物均由上海吉玛制药技术有限公司合成，Lipofectamine™ 2000转染试剂、RNA提取试剂盒均购自美国Invitrogen公司，荧光染料（SYBR Green）实时定量PCR（RQ-PCR）试剂盒购自美国Promega公司，Annexin V/PI双染凋亡试剂盒购自美国BD公司，Bcl-2、Bax、procaspase-3、procaspase-9、mTOR、P70S6K、p-P70S6K、β-actin鼠抗人一抗、羊抗鼠二抗及Western blot化学发光工作液均购自美国Santa Cruz公司。

二、实验方法

1．shRNA的合成：针对mTOR区域选择作用靶点，根据确定序列的原则设计以下序列，委托上海吉玛制药技术有限公司合成。

正义链：5′-GATCCCCTGAGAGGAAAGGTG-GCATCTTCAAGAGAGATGCCACCTTTCCTCTC-ATTTTTA-3′；反义链：5′-GGGACTCTCCTTTC-CACCGTAGAAGTTCTCTCTACGGTGGAAAGG-AGAGTAAAAATTCGA-3′。

2．细胞培养：Jeko-1细胞株用含20%胎牛血清的RPMI 1640培养液置37°C、5% CO~2~、饱和湿度的培养箱中培养，隔天换液传代培养，实验时取对数生长期细胞。

3．转染：设定空白对照组、Neg-shRNA组、mTOR shRNA组。取对数生长期的Jeko-1细胞，接种在6孔培养板上，每孔2×10^6^个细胞，用低血清、无双抗的培养基Opti-MEM 250 µl分别稀释Lipofectamine™ 2000 15 µl、Neg-shRNA对照1.0 µg、mTOR shRNA 1.0 µg，将稀释后的Lipofectamine™2000室温放置5 min后与稀释的mTOR shRNA混合，室温放置20 min方便形成转染复合物0.5 ml，在含有细胞的无抗培养基中加入转染复合物使终体积为2 ml。置于37°C、5% CO~2~、饱和湿度培养箱中培养48 h后，倒置荧光显微镜下计数发出绿色荧光的转染阳性细胞，计算转染效率。并收集细胞，检测mTOR mRNA表达及蛋白表达水平。

4．RQ-PCR检测mTOR mRNA表达：

（1）根据Gene Bank中的mTOR基因序列，利用Primer Premier 5.0设计引物。mTOR上游引物：5′-CCGCTGAGTACGTGGAATTTGAG-3′，下游引物：5′-GAAGAAGGTAGGGACGCTGATGG-3′。β-actin上游引物：5′-TCATCACCATTGGCAAT-GAG-3′，下游引物：5′-CACTGTGTTGGCGTACAG-GT-3′。

（2）根据TRIzol说明书提取总RNA，用分光光度法检测RNA的浓度和纯度，吸光度（*A*）~260~/*A*~280~比值均为1.8～2.0，逆转录为cDNA。PCR扩增参数如下：94°C预变性5 min；94°C变性45 s；60°C退火1 min；72°C延伸30 s；扩增30个循环；mTOR和β-actin扩增出的片段大小分别为128和155 bp。实验同时设空白对照组。PCR反应前3～15个循环的荧光信号作为荧光本底信号。调节基线至适宜处，各荧光曲线与基线交叉点的循环数即为Ct值。根据ΔCt=Ct GENE-Ct β-actin，ΔΔCt=2^−ΔCt^计算检测基因mRNA相对表达量，每组重复3次，取平均值。

5．mTOR shRNA对Jeko-1细胞增殖的影响：取对数生长期细胞，细胞接种在6孔板中，2×10^4^个/孔，终体积为200 µl。实验分3组：对照组、Neg shRNA组、mTOR shRNA组，同时设立空白对照组（只加培养液），每组各设3个复孔。转染后置37°C、5% CO~2~、饱和湿度的细胞培养液中继续培养。分别设置24、48、72、96 h收获细胞，实验结束前4 h取出一块板，每孔加20 µl MTT 5 mg/ml，继续培养4 h，1 000×*g*离心10 min，弃上清，每孔加DMSO 150 µl，避光振荡10 min，充分溶解结晶物，在酶标仪上测*A*~492~和*A*~630~值，记录实验结果，并计算细胞增殖率。细胞增殖率（%）=（*A*~实验~-*A*~空白~）/（*A*~对照~-*A*~空白~）×100%。实验重复3次。

6．mTOR shRNA对Jeko-1细胞凋亡的影响：将对照组（只加脂质体）、Neg shRNA组（转染阴性质粒）、mTOR shRNA组（转染mTOR的shRNA质粒）作用48 h的细胞，按照美国BD公司Annexin V和PI双染试剂盒说明书处理后，立即行流式细胞术检测。

7．mTOR shRNA对Jeko-1细胞凋亡相关蛋白及对Akt/mTOR信号通路相关蛋白的影响：离心收集细胞，预冷PBS洗涤2次，吸干洗涤液。按1×10^6^细胞加入100 µl裂解液+1 µl酶抑制剂的比例冰上裂解细胞30 min，4°C 10 000×*g*离心10 min，吸取中间清亮层。BCA法进行蛋白定量。以120 g/L的SDS-PAGE电泳分离，电转移法转膜，室温下摇床封闭1 h，加入用TBS稀释的一抗，4°C过夜，TBS洗涤液洗膜后分别放入用TBS按1:5 000稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗，室温下摇床作用1 h，TBS洗涤液洗膜后化学发光法显色，X射线底片曝光，以β-actin为内参照，X射线胶片扫描后，ALphaDigiDoc图像分析软件进行分析比较。

8．统计学处理：采用SPSS17统计软件进行分析。常规进行方差齐性检验、正态性检验。计量资料以均数±标准差表示，单因素方差分析。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．mTOR shRNA下调Jeko-1细胞mTOR mRNA和mTOR蛋白表达：mTOR shRNA处理Jeko-1细胞48 h后，倒置荧光显微镜下计数转染阳性细胞，计算转染效率，转染率为（40.72±4.51）%，采用实时定量PCR方法检测mTOR mRNA的变化，mTOR shRNA组0.052±0.013，Neg-shRNA组0.462± 0.042，对照组0.447±0.038，差异有统计学意义（*P*\<0.05）；Western blot方法检测mTOR蛋白表达，结果也呈浓度依赖性下降。

2．mTOR shRNA抑制Jeko-1细胞增殖：mTOR shRNA处理Jeko-1细胞48 h后，对照组细胞增殖率为（98.56±1.04）%，同Neg shRN组\[（94.82±1.23）%\]比较，差异无统计学意义（*P*\>0.05），而mTOR shRNA组显著降低［（61.42±2.21）%\]，与前两组比较，差异均有统计学意义（*P*\<0.05）。证明mTOR shRNA可有效抑制Jeko-1细胞增殖能力（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![MTT法检测mTOR shRNA处理后Jeko-1细胞增殖率变化](cjh-36-01-049-g001){#figure1}

3．mTOR shRNA诱导Jeko-1细胞凋亡：mTOR shRNA转染48 h后，凋亡率为（36.62±3.24）%，而Neg-shRNA组和空白对照组分别为（2.58±1.04）%、（1.24±0.30）%，差异有统计学意义（*F*=36.24，*P*\<0.01）。

4．mTOR shRNA上调凋亡蛋白Bax，下调Jeko-1细胞凋亡相关蛋白Bcl-2、procaspase3、procaspase9的表达：Western blot方法检测干扰mTOR基因表达后，促凋亡蛋白Bax表达增加，抑制凋亡蛋白Bcl-2表达减少，凋亡效应因子procaspase3、procaspase9降解，细胞凋亡发生（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测mTOR shRNA处理48 h后Jeko-1细胞蛋白表达变化\
1：对照组；2：Neg-shRNA组；3：mTOR shRNA组](cjh-36-01-049-g002){#figure2}

5．mTOR shRNA抑制Jeko-1细胞Akt/mTOR信号途径mTOR下游底物激酶P70S6K磷酸化：Western blot方法检测Akt/mTOR信号途径mTOR下游底物激酶P70S6K总蛋白未见明显变化，但是活性形式p-P70S6K的表达下降（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。干扰mTOR基因表达后，Akt/mTOR信号途径相关蛋白的磷酸化下降，活性下降。

讨论 {#s3}
====

MCL占非霍奇金淋巴瘤（NHL）的6%，最具特点的是过度表达Cyclin D1，被认为是兼有惰性和侵袭性的恶性淋巴瘤，大多数患者无法治愈，是一种难治的恶性淋巴瘤，5年生存率约25%[@b3]。因此探索新的有效治疗途径有重要的临床意义。

信号传导通路异常在许多恶性肿瘤包括淋巴瘤的发病机制中具有重要作用，其相关分子的靶向治疗也是肿瘤研究中的重要方向。PI3K/Akt/mTOR信号通路持续性激活与多种肿瘤，包括直肠癌、肺癌、前列腺癌等肿瘤发生密切相关[@b4]--[@b5]。活化的PI3K可激活下游的Akt，激活的Akt使将信号传递给多种下游底物，mTOR即为Akt下游底物之一，mTOR属于PI3K蛋白激酶类家族，是一类进化上非常保守的蛋白激酶，mTOR再作用于下游的众多底物，P70S6K（核糖体40S小亚基S6蛋白激酶）是研究较清楚的mTOR下游靶分子，也是蛋白质合成中重要的调控因子。P70S6K是一种核糖体蛋白激酶，被mTOR磷酸化后激活，进而磷酸化S6蛋白，调控含有5′TOP结构的mRNAs的翻译起始[@b6]。异常激活的mTOR可以引起肿瘤细胞的快速增殖、凋亡抑制、细胞周期加快、促进细胞侵袭和转移[@b7]，mTOR异常活化在恶性肿瘤发生、发展中发挥重要作用，已成为具有潜在价值的恶性肿瘤治疗的分子靶点[@b8]。抑制mTOR的功能可以消除由PI3K/Akt/mTOR信号通路介导的增殖信号，使细胞周期阻滞，抑制肿瘤生长。到现在为止，已有多种mTOR抑制剂被有效地应用于临床，体内外实验均证明mTOR抑制剂可以阻断细胞周期，促进细胞凋亡，抑制肿瘤细胞生长，抑制肿瘤血管生成等[@b9]--[@b10]。但是mTOR抑制剂存在着特异性作用不强和效率不高等问题而限制应用。

本实验我们针对mTOR基因设计干扰质粒，脂质体导入套细胞淋巴瘤Jeko-1细胞株后，发现mTOR基因的mRNA及蛋白的表达下降，提示mTOR基因的表达被干扰沉默，而蛋白免疫印迹检测发现，下游P70S6K蛋白总蛋白未见明显变化，但是活性的磷酸化形式表达下调，提示干扰mTOR基因后，可以抑制Akt/mTOR信号途径的活性。进一步研究发现细胞增殖率明显下降，提示shRNA靶向沉默mTOR基因表达可以抑制Jeko-1细胞的增殖。干扰组的细胞凋亡率为（36.62±3.24）%，而Neg-shRNA组和空白组分别为（2.58±1.04）%、（1.24±0.30）%，差异有统计学意义（*P*\<0.05），shRNA靶向沉默mTOR基因表达可以诱导套细胞淋巴瘤Jeko-1细胞凋亡。细胞外信号激活细胞内的凋亡酶caspase是引起细胞凋亡的途径之一[@b11]，Akt信号通路通过抑制caspase级联反应对细胞凋亡进行调节。本次实验结果显示，靶向沉默mTOR基因可促使凋亡酶procaspase3、procaspase9剪切为活性亚基caspase3、caspase9增加，上调促凋亡蛋白Bax，抑制蛋白Bcl-2的表达则受到抑制，促进细胞的凋亡。

本实验我们探讨了RNA干扰沉默mTOR基因后对体外培养MCL Jeko-1细胞株的影响，实验结果显示，RNA干扰沉默mTOR基因后可以抑制细胞生长、诱导Jeko-1细胞凋亡，其机制可能系抑制Akt/mTOR通路活性，通过活化凋亡执行分子procaspase3实现，为MCL抗癌药物和基因治疗靶点的选择提供新的思路。
